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OZET

Tezin Adi:  Pseudomonas putiddRRL B-13 Sgunda Ekstrasellller Lipaz Enzim

Aktivitesinin Saptanmasi.

Fazilet YILDIZ
Yuksek Lisans Tiyoloji Anabilim Dali
Daman: Yrd. Dog. Dr. Musa SARI
2011, 61 sayfa

Enzimler canli hiicreler tarafindan senteatemprotein yapisinda olan ve biyolojik
aktivite gosteren molekdillerdir. Lipazlar isegla ve y& asit esterlerini hidroliz eden
enzim grubudur. Dgada lipazlar, reaksiyonlarinin 6zgulliklerinde ote@ictude
cesitlilik gosteren turli kaynaklardan elde edilebilkbedir. Endustrinin hemen hemen
her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikrgamizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerinaktik aktivitelerinin ¢cok yiksek
olmasi, stabil ve ucuz olmalari ve fazla miktarttieedilebilmeleridir.

Enzim teknolojisinin giderek ggmesi, trtnlerin kullanim alanlarininggli gi ve
ekonomik dgerinin ¢cok yiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolajiendustriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan ¢gtli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Lipazlar sit
endustrisi, gida enddstrisi, kozmetik ve parfumagandericilik, deterjan sanayi, cevre
yonetimi ve biyomedikal uygulamalar gibi bircok éistti alaninda dnemlidir.

Gram negatif bakterilerdétseudomonasinsi bakterilerin iyi lipaz Ureticisi olarak
bilinmesi bu bakterilerin biyoteknolojik camalarda kullanilabilme imkanlarini
argtirmaya yoneltmtir.

Bu cakmadaPseudomonas putiddlRRL B-13 sgunun ilk 6nce durgan fazda
ekstraselliler lipaz enzimi aktivitesi, daha sotwgaritmik fazda enzim aktivitesi
Olculerek aktivitenin hangi fazda daha yiksek @ldukasilastirmalar yapilarak
arastinimistir. Ayrica enzim aktivitesine etkisini belirlemeknaciyla logaritmik fazda
cesitli pH araliklarinda ve farkli sicakliklarda calmistir. MgCl, ve CaSQ
kofaktdrlerinin de aktivite Uzerine etkisi ateulmistir. Aktivitenin hangi fazda yuksek
oldugu saptanarak yuksek aktiviteye sahip olan enzimleendistriyel alanda

kullaniimasi amaclanrtir.

Anahtar kelimeler: enzim, lipazPseudomonas putida
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ABSTRA

Name of Thesis: Determination of Extracellular Lipase Enzyme Adiviin
Pseudomonas putiddRRL B-13 Strains

Fazilet YILDIZ
MSc Thesisedartment of Biology
SupervisossA Prof. Musa SARI
120 61 pages

Enzymes are synthesized by living cells obeyprgtein structure and the
molecules that exhibiting biological activity. Lipes are group of the enzyme that
hydrolysis the oils and fatty acid esters. In natuipases showing a significant
variation in sensitivity, specificity reactions cdre obtained from many sources.
Enzymes used in almost every field of industry arsually obtained from
microorganisms. Because the catalytic activityrofyenes from microorganisms is very
high, stable and cheap so that it can be obtamédyh ammount.

Enzyme technology and economic value ofaasing the diversity of areas in the
development of products is very high due to a waré biotechnology research in the
field of industrial enzymes is more important. Lspa are important in the milk, food,
cosmetics, perfume, leather, detergent industryasal in environmental management
and in biomedical applications.

From gram-negative bacterRseudomonasggenus known as the best lipase
producer and possibilities of using these baciart@otechnological research studies.

In this study, from strains Blseudomonas putiddRRL B-13 stationary phase and
logarithmic phase, extracellular lipase activityswaeasured.

In addition, in order to observe effect of enzyneévaty in logarithmic phase various
pH ranges and at different temperatures were studifects of MgCJ] and CaS@on

the enzyme activity also were investigated.

Key words: enzyme, lipasé?seudomonas putida
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1. dRIS

1.1.ENIMLER

Enzimler, hicrelerde biyokimyasal reaksigo Kkatalizleyen protein
yapisinda molekillerdir (Eren Kiran ve ark, 2006jucrelerde c¢ok onemli
metabolik gorevleri olan enzimler g amaclarla kullanilmak Gzere gunluk ve
ekonomik hayata girrgiir ( Wiseman, 1987).

Enzimler bircok biyokimyasal surecte roynarlar. Besinsel molekullerin
parcalandii tepkime basamaklarinin yizlercesini katalizlejinyasal enerjiyi
korurlar, dongtururler ve bdylece basit onctllerden biyolojik makolekuller
uretilir. Enzimler ¢gu kez sentetik ve inorganik katalizorlerden cok al@memli
olaganustlu katalitik glce sahiptir. Substratlari icidksek 6zgullge sahiptir;
kimyasal tepkimeleri yiksek oranda hizlandinr; pk sicaklgin optimum
kosullarinda sivi ¢ozeltilerdeslev gorir. Biyolojik olmayan katalizérlerin cok azi
bu dzelliklere sahiptir.

Biyolojik kataliz ilk olarak midenin salgriyla etin sindirimi Gizerine yapilan
calismalarda 1700’lerin sonunda d$edilip, tanimlandi. Sonraki a@rmalar
1800’lerde tukrik ve c¢#li bitki 6zUtleriyle nisastanin sekere dongiimi
calsmalaryla devam ettirildi. 1850’lerde Louis Pasteekerin mayayla alkole
fermentlenmesinin “ fermentler” tarafindan kat#&izdigi sonucuna vardi. Pasteur
bu fermentlerin canl maya htcrelerinin yapilarma@grilamaz oldgunu ileri strdi
ve bu gorg vitalizm ( kadercilik ; canllarda fiziksel ve kiyasal guclerin dinda
kontrol edici bir glicin vaina inang) olarak adlandirildi ve uzun yillar 6n planda
tutuldu. Daha sonra 1897'de Eduard Buchner mayatlégimin sekeri alkole
fermentledgini, bununda fermantasyonun hicreden uzakladiginda glevine
devam eden molekuller tarafindanglsaigini kesfetti. Frederic W. Kihne bu
molekulleri enzimler olarak adlandirdi.

James Sumner tarafindan 1926’da Ureamtakendirilmesi ve izolasyonu ile
ilk enzim calsmalarinda yeni bir acilim gendi. 1930’larda John Northrop ve
Moses Kunitz pepsin, tripsin ve gdir sindirim enzimlerini kristallendirdiler ve
bunlarinda protein olduklarini buldular. Bu perigot).B.S. Haldane “Enzimler”
basliginda bir bilimsel eser yazdi.

20.yuzyilin son yarisinda hicresel metab@nin tepkimesini katalizleyen

enzimlerdeki argtirmalar ygunlasmisti.



Katalitik RNA molekullerinin ktguk bir ghw hari¢, bitin enzimler
proteindir. Katalitik aktiviteleri, dpal protein konformasyonunun g@amligina
baglidir. Eger enzim denatire olursa veya altbirimlerine agalikatalitik aktivitesi
genellikle kaybolur. Eer enzim bilgeni olan aminoasitlerine dostirulirse,
katalitik aktivitesi yok olur.

Enzimler dier proteinler gibi yaklgk olarak 12 000- 1 000 000 arasinda
desisen molekdl girhgina sahiptir. Enzimler bir veya birden fazla sudistr
etkilerken aktivite gostermek icin bazi hallerdéFg*, Mn*? veya Zi? gibi bir
veya daha fazla inorganik iyona yani kofaktore lpazke koenzim adi verilen
kompleks organik ve metalloorganik molekillere #emim duyarlar. Bazi
enzimler aktivite icin hem koenzime hem de bir yadhha fazla metal iyonuna
ihtiyac duyarlar. Enzim proteinine ¢ok siki hattavélent olarak bdEanan bir
koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlalir ( Nelson ve Cox, 2005).
Eger enzim kofaktorii veya koenzimi ile birlikte vatalitik bakimdan tamamen
aktif durumda ise enzimin bu haline holoenzim adrilinektedir. Kofaktér veya
koenzim enzimden ayrilacak olursa ve enzim indhkéife gelecek olursa enzimin
yalniz proteinden meydana gefmbu inaktif haline apoenzim adi verilmektedir
(Gozikara, 1994). Enzimle katalizlenen bir tepkimeayrica dger bir 6zellgi aktif
yer olarak adlandirilan enzim dzerindeki sinirlamais bir bdlgenin iginde
meydana gelmesidir. Enzimin aktif merkezineglbaan ve enzimin Uzerinde
aktivite gosterdii molekul substrat olarak adlandirilir. Aktif bolggizeyi, yan
gruplari substrata ig@anan ve bunun kimyasal transformasyonunglasean amino
asit kalintilaryla olgturulmustur ( Nelson ve Cox, 2005).

Katalizérlin slevi, tepkime hizini artirmaktir. Katalizor tepkinaengesini
etkilemez S——>P gibi herhangi bir tepkime, tepkingtiresince enerji
degisimlerini gésteren bir tepkime koordinat diyagramaijflade edilebilir. Biyolojik
sistemlerdeki enerji, serbest enerjiye (G) gorenidamir. Koordinat diyagraminda
sistemin serbest enerjisi tepkimenin ilerlemesiagik isaretlenmgtir. Hem ileri
hem de geri tepkimeler icin dama noktasi zemin durumu olarak adlandirilir. Bu
durum, S veya P gibi molekullerin sistemin serlezsdrjisine katkisinin verilersi&
durumunun altinda olgw bolgedir. Bir sistemin sicaklik ve basingta bagidim
olmadan, bglangic durumundan dengeye gdo hareketindeki enerji @eimine
serbest enerji dggsimi (AG ) denir.AG’ nin blyUkligl 6zel bir kimyasal tepkimeye
ve sistemin bgangi¢cta dengeden ne kadar uzakta glocha baglidir. Kendiliginden



olan tepkimelerde urunler tepkenlere gore daha rejieigerir. Bu tur tepkimeler
egzergoniktir. Tepkenlerden Uriinlere serbest edekjiazalma, bir negatif ger olarak
ifade edilir. Endergonik tepkimeler, enerjininrahasini gerektirir ve bu nedenis
deserleri pozitiftir.

Standart kgullar altinda (298K = 25C) tepkenler ve Urtinlerin deimleri 1 M
oldugunda, gazlar icin 101.3 kilopaskal veya 1 atm kisasing altinda sistemi dengeye
ulastiran kuvvet, standart serbest enerjgigili gi ( AG® ) olarak ifade edilir. Standart
serbest enerji desikligi tepkimenin denge sabitinin basit alternatif maaéksel bir
yolla ifadesidir

AG® = - RTINK gen

Verilen bir kimyasal tepkime icin dengebisal ise tepkimenin serbest ener;ji
degisimi sifirdir.

Bir tepkimenin ke, > 1.0 iseAG®° negatiftir ve tepkime ileri gider. Uriinler
tepkenlere gbre daha az enerji icermekte ve tepkstandart kgullar altinda
kendiliginden meydana gelmektedir.

Bir tepkimenin K., < 1.0 iseAG® pozitiftir ve tepkime geri gider. Tepkime
drtnlerinin tepkenlere goére daha fazla serbest jiemgerdigi anlamina gelir ve
tepkimeye 1 M desiminde bilaiklerle balaniimissa tepkime geri yonde ilerleAG°
bir sabittir ve tepkimenin hangi yonde gidgice ve ne zaman dengeye sdagini
belirtir.
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Tepkime Koordinati

Sekil 1: Kimyasal bir tepkime icin tepkime koordinat diyagrami (Nelson, L.D.
ve Cox, M.M., 2005)
S——>P arasindaki denge, bunlarin zeminmunun serbest enerjilerindeki

farkhligi yansitir. Sekil 1'de gosterilen Ornekte, P’nin zemin durumurserbest



enerjisi S'ninkinden daha diiktiir, bylece tepkime iciAG® negatiftir ve denge P
tarafini tercin eder. Dengenin pozisyon ve yonidhaegi bir katalizérden
etkilenmez. Tercih edilen denge S——>P ddmiinin saptanabilen bir hizda
olusacal anlamina gelmez. Tepkimenin hizi tamamiyla farghrametrelere
baglidir. S ve P arasinda reaktif gruplarin siralanmiararli olmayan gegici yuk
olusumu, b&glarin yeniden diizenlenmesi ve tepkimenin her ikidéilerlemesinde
gerekli dger donigumler icin gereken bir enerji engeli vardir. Tepkimm
ilerlemesi icin molekuller bu engelismalidir ve boylece daha yuksek bir enerji
dizeyi kazanmalidir. Enerjigasinin tepe noktasi; S veya P durumuna domsi
olasilginin sit oldugu bir noktadir ( her iki yonde de yokwsagl) ve bu ged
durumu olarak adlandirilir. Gegidurumu herhangi bir belirgin kararhlikta kimyasal
bir 6zellik desildir ve tepkimenin ara Uurlnleriyle ( ES ve EP gibi
karistirlmamalidir. Basitce l@arin yikilmasi, bg olusumu ve yik gelimi gibi
olaylarin oldgu hizli molektler gegianlari hem substrat hem de Urligi¢ eranda
donismenin oldgu belirli bir noktaya ilerletilir. Zemin durumu vgeck durumunun
enerji duzeyleri arasindaki fark aktivasyon eneglarak adlandirilir. Tepkime hizi
bu aktivasyon enerjisini yansitir; yuksek aktivasyenerjisi yava bir tepkimeyi
gosterir. Tepkime hizi sicailiartirarak artirilabilir, bdylece enerji engelisimak
icin yeterli enerjiye sahip molekillerin sayisi art Alternatif olarak aktivasyon

enerjisi katalizérin ilavesiyle daha dasdkiilebilir.
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Sekil 2: Enzim-katalizli ve katalizsiz tepkimelerin tepkime koordinat
diyagraminin karsilastirilmasi (Nelson, L.D. ve Cox, M.M., 2005)

Katalizorler tepkime hizini aktivasyon gistin disUrilmesiyle artirirlar.
Enzimler tepkime dengesini etkilemezler. S——>P temsini katalizleyen
herhangi bir enzim ayni zamanda P——>S tepkimesinkaltalizler. Enzimlerin
roli S ve P’ nin dondiimind hizlandirmaktir. Enzimler bu sirecte kullaaitlar ve
denge noktasi etkilenmez. Bununla birlikte tepkimgigun enzim var§iinda
tepkime hizinin artmasi nedeniyle daha hizli dekeganir. Pratikte herhangi bir
tepkime; tepkime arabie&lerinin olusumunu ve yikimini iceren bircok basataa
sahiptir. S<——>P tepkimesi enzimler tarafindan katendigi zaman ES ve EP
kompleksi arabilgklerdir. Bir tepkime bir cok adimdan meydana ggidiaman;
batin hizi en yuksek aktivasyon enerjili basamakeya basamaklar) tarafindan
saptanir; bu hiz sinirlayici basamak olarak adidndiBenzer hiz sinirlayici
basamak tepkimeartlariyla dgisebilir ve bir cok enzim icin gali basamaklar
benzer aktivasyon enerjisine sahip olabilirler, lounanlami bu basamaklarin
hepsinin kismen hiz kisitlayici olmasidir. Aktivasyenerjileri kimyasal tepkimeler
icin enerji engelidirler; bu engeller yam icin son derece dnemlidir. Molekdlin
kararhihgi kendi aktivasyon engelinin buyukla ile artar. Boyle enerji engelleri
olmazsa, kompleks makromolekuller daha basit mdéglformlarina kendifiinden

donigir. Kompleks ve yiksek diizendeki yapilar ile hienial metabolik strecleri



varolamaz. Enzimler htcre gami icin gerekli olan tepkimeler igin secicilikl@iglik
aktivasyon enerijilerini oktururlar.

Erzimler olgzanustlu katalizérlerdir. Enzimler olduk¢ca hizh olupenzer
yapilardaki substratlar arasinda ayrim yapabilek @ogtl molekuillerdir. Enzim
substrat etkilgminden kaynaklanan enerjiye @anma enerjisi AGg) denir.
Baglanma enerjisi tepkimelerin aktivasyon enerjisitigistmek igin enzimler tarafindan
kullanilan serbest enerjinin ana kagrdar. Enzimlerin katalitik guglerinin g enzim
ve substrati arasindaki etljimler ve coklu zayif bgarin olisumunda salinan serbest
enerjiden kaynaklanir.Bu baglanma enerjisi katalizin yani sira 6zg@éikatkida
bulunur. Zayif etkilgimler tepkimenin gesidurumunda en elvati hale getirilirler;
enzim aktif bdlgeleri sadece substrat icin tamamclaglesil ayni zamanda bir
enzimatik tepkime sirasinda substratlarin Grinkaftna gegi yaptgl geck
durumlari icin de tamamlayicidir ( Nelson ve Co3032).

Kinetik deneylerde temel yakimlardan biri de genellikle substrat dgmi [S],
enzim degiminden [E] cok daha buyik oldu zaman; Wolarak gdsterileilk hizi
Olcmektir. Substratin goreceli glik dersimlerinde \, substrattaki argla hemen
hemen dgrusal artar. Yuksek substrat d@émlerinde \,, substrattaki arja cevap
olarak giderek daha kucuk miktarda artar. Sonugta Bir noktaya ular ki [S] de
ki artis Vo' da ihmal edilebilcek kadar ki¢uk bir geineden olur. Bu Yybdlgesi
maksimum hiz, Wax a yakindir.

Henry ve Brown adli agéiricilar 1902 yilinda enzim ve substrat ile enzim-
substrat kompleksi arasinda bir dengenin glohw belirtmglerdir. Daha sonra 1913
yilinda Michealis-Menten bu tanimi daha fazla geérek bugin kendi adlari ile
anilan sabite vesdli gi tanimlamglardir (G6zukara, 1994). Michealis ve Menten;
enzimin ilk olarak enzim- substrat kompleksi gilumak icin substratiyla goreceli
hizli geri dongumlu bir basamakta bigégini ileri strdiler.

ki
E+S— ES
ke

Sonra ES kompleksi daha yavikinci bir basamakta yikilir serbest enzim ve
tepkime urinunu (P) verir.

K
ES— E+P
ko

Daha yava olan ikinci tepkimeden dolayl tim tepkimenin hsnirlanir, tim hiz
ikinci basamakta tepkiyen turlerin dgmiyle yani ES ile orantili olmalidir.



Enzim maksimal hiz ile ¢cahken ylzeyine bgi substrat konsantrasyonunun
yarisina Michealis-Menten sabitesi adi verilir ve, Kle gosterilir. Substrat
konsantrasyonuna gore Vdiengic enzim reaksiyon hizi arasindakikiiise

Vinax [S]
Vo=

Kat[S]

denklemi ile gosterilir ve busdlik Michealis-Menten gitli gi olarak bilinmektedir.
Michealis-Menten gtli giyle matematiksel olarak gosterilebilen [S] ve &fasindaki
iliskiyi ifade eden gri, bir cok enzim icin ayni genealekle sahiptir (dikdortgen
hiperbolige yonelir). K, Michealis sabiti olarak adlandirilir.

[S]

Sekil 3:Bir enzim-katalizli tepkimenin baslangic hizinda substrat
konsantrasyonunun etkisi

Michealis-Mentenséli gi deneysel verilerin grafiklendiriimesinde dahaarér
esitliklere doniturdlebilir. Genel bir dongtim basitce Michealis-Menteri#h ginin

her iki tarafinin tersinin alinmasindan elde edilir



1 K [S]
= +
Vo Vmax[S]  Vmax[S]

Bu su sekilde basitlstirilir:
1 Kn 1
= +
Vo Vmax [S] Vmax

ve Michealis-Menten gliginin bu sekli Lineweaver- Burk gtligi olarak

adlandirilir.

1

K
- 1
f,’## Y max

0 1
[S]

Sekil 4: Lineweaver- Burk grafigi

Bu ¢izgi Kn/Vmax€gimine sahiptir. 1/ ekseninde kesim noktasi¥tir ve 1/[S]
ekseninde kesim noktasi -4/Kir ( Nelson ve Cox, 2005).

Kn deserinin bilinmesi enzimlerin saf§fairiimasinda, dokularda enzim
aktivitesinin saptanmasinda, ila¢c imalatinda, enihibitérlerinin belirlenmesinde
onemlidir ( Zengin Ulakglu, 2006).

Her enzim icin aktivitelerinin maksimumdogu pH deerleri vardir. Bu
degerlerin Gzerinde ve altinda aktivitegdii. Bununla beraber bitin enzimlerin
pH-aktivite erileri ayni sekilde dgildir (Bhat, 2000). Yuksek sicakliklarda
biyoteknolojik slemleri gerceklgtirmek pek cok fayda gtamaktadir. Sicakiin
arttinlmasi organik bilgklerin ¢ozlndrligh ve biyolojik olarak kullanilabilme



acisindan o6nemli etkilere sahiptir. Sicgkl artmasi viskozitenin dginhesini ve
organik bilgiklerin diftizyon katsayisinin artmasini da beratwhei getirmektedir.
Sonug olarak kucuk alanlarda yiksek reaksiyondeegeklgtiriimektedir (Niehaus
ve ark., 1999). Enzimler ile katalizlenen reaksiyonhizi 0 — 40°C arasinda
ylkselir. Fakat 46C de enzim zarar gérmeyesta. Boylece reaksiyon yaylar ve
60 °C de enzim tamamen bozulur. 4D bu enzim icin optimum isidir (Bhat, 2000).
Bu noktada ¢6zium olarak mikroorganizmalardan eldigere enzimler buyuk ilgi
cekmektedir (Eren Kiran ve ark, 2006).

Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasina rgde@l olarak enzim katalizli
reaksiyonlarin kinetik ve termodinamik acidan iecehesi cabmalari da hizla
ilerlemistir. Enzimlerin katalitik gucleri gercekteyasirticidir. Enzimler molekulleri
parcalar, birlgtirir veya belirli gruplart bir molekilden gerine tairlar.
Katalitik fonksiyonlari bakimindan enzimler 6 anapta toplannylardir:

1. Oksireduktazlar: Redoks reaksiyonlarini katatizle

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferigdeev yaparlar.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalizler Baglara su ekleyerek
koparilmalarini katalizlerler.

4. Liyazlar: Cifte bga katilma ve c¢ifte Gaolusum reaksiyonlarini katalizlerler.

5. izomerazlarizomerlgme reaksiyonlarini katalizler

6. Ligazlar: Yuksek enerijili fosfatlarin enerjisikullanarak karbon ile C,0,S,N

arasinda haolusumunu katalizleyen enzimlerdir.

1.2Lipazlar
Lipazlar suda ¢d6zinmeyen trigliseritlemn,ve mono-agcilgliseridlere, serbest

yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyenzmlerdir. Lipazlar, Uluslararasi
Biyokimya Birligi Enzim Komitesince verilen hidrolazlar (E.C.3)texsbalarini
parcalayanlar ( E.C.3.1. ), karboksilik ester higztar (E.C.3.1.1.) ve triagilgliserol
lipazlar (E.C.3.1.1.3) icinde yer almaktadirlar.pézlar; geni spektrumdaki
substratlari  kullanabilme kabiliyetleri, lipit bglenlerinin sentezinde veya
hidrolizinde yiksek regio ve enantiyoselektivif i@keye sahip olmalari ve bunlara
ek olarak geni ortam sartlari altinda stabil kalabilmeleri nedeniyle Orieimer
(Sarag ve ark., 2008).

Lipazlar, yalar ve ya& asidi esterlerini hidroliz ederler. Enzim, emutsiyn

yag-su gegq fazinda katalizi gercelderir ve enzim reaksiyonunun hizi, gan



yuzey alanina @amhdir (Eren Kiran ve ark, 2006). Lipazlargyasitlerinin zincir
uzunlyzu, doyma derecesi, §aasidinin pozisyonu ve substratin fiziksel durumuna
uygun spesifiklik gosterirler. 4-10 C atomlugyasitleri daha uzun C zincirli ga
asitlerinden daha hizl bgekilde hidroliz olarak yan yapisindan ayrilir ve serbest
hale gecerler (Abbas ve ark., 2002).

Lipazlar serin hidrolazlari sinifi igindger alir ve bu nedenle higbir
kofaktore ihtiyac duymazlar (Saxena ve ark., 20Q@®azlarin dgal substratlari
olan trigliseridler, suda cok diikk ¢ozunurlige sahiptir. D@al sartlar altinda
lipazlar, ¢dzinmeyen bir substrath faz ile enziggzinmedii sivi faz arasindaki
arabirimde bulunan ester @arinin hidrolizini katalizler. Bazi deneysgartlar
altinda orngin su yokli@gunda reaksiyonu tersine cevirebilmektedirler. T@rgirme
reaksiyonlari, esterifikasyon ve gasitleri ile gliserolden gliseridlerin ajmasina
yol acar. Substrat ve sivi faz arasindaki bir anabiizerinde lipaz reaksiyonunun
olusu, reaksiyonun kinetik analizi ve denemede zorlgklaeden olur. Abillmis
endustriyel lipazlar, kati ve sivi §ar Uzerine etki eden ve onlarinstangicta
gliserid ve y& asitlerinin yerine konulan maddeler icin hidrolizeerler ve son
olarak gliserol ve y@& asitlerinin toplam hidrolizlerini gerceld@rirler ( Elibol ve
ark., 2008) .

Dogada lipazlar, reaksiyonlarinin 6zgulliklerinde otierdlciide caitlilik
gosteren tirli kaynaklardan elde edilebilmekte@u 6zellik genellikle enzim
0zgulltiet olarak ifade edilmektedir. Bu nedenlegyasitlerinin bulundgu taraftan
bazi lipazlar kisa zincirli yaasitlerine (asetik, butirik, kaprik, kaproik, kajx vs.)
afinite gosterirler; dier bircok lipazlar 6zgul d#lken ve y& asitlerini
trigliseridlerden rastgele ayirirken bazilari ayamg yag asitlerini (oleik, linoleik,
linolenik vs.) tercih ederler. Lipazlar, triglisdkerin gliserol taraflarindan sikca
pozisyonel Ozgullik gosterirler ve gliserolin 1 &e$ pozisyonundaki karbonu
Uzerinde bulunan yaasitlerine veya her iki pozisyonda vegyasiti dsinda gliserol
molekiliniin 2 pozisyonundaki karbonuna etki edenubla birlikte acil grubunun
rastgele uzakkiriimasi sayesinde, monogliserid olan 2 pozisyalaknya asidini
gliserol molekulinin 1 veya 3 pozisyonundakg yesidini iterek yeniden duzenler.
Acil grubunun uzaklgtiriimasi yava bir islemdir ve mevcut lipazlar gliseroliin 2-
mono y& asit esterlerinin Uzerine etki etmez, hidroliz dar ve gliseride 1
ve/veya 3 no’lu pozisyondan lipazin etki etmesioliaylastirmak icin acil grubunun

uzaklgmasinin tamamlanmasini bekler. Lipazlarin en onéindlliklerinden biri
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hidroliz tepkimelerini hidrofobik ara ylzeylerde kgek bir etkinlikle yurutmesidir.
Bu o6zellik ilk defa Wilstaetter ve ark. (1923) tamalan belirtiimi, daha sonra da
kanitlanmgtir. Mevcut yg& miktari, arabirimdeki lipaz aktivitesini belirleBu
arabirim alani, calkalama gibi emdilsifiye edicifekullanimiyla doygunluk sinirina
kadar 6nemli dlcide artirilabilir. Doygunluk siniigcerigi olusturan maddelerin
fiziksel sartlarinin dgilimina ba&lidir. Bu nedenle emdulsifiye edici ajanlarin
kullanimiyla, lipazlarin aktiviteleri artirilabilifSaxena ve ark., 2008).

O H, c*”D““a Ri

T~

: 0

0
H,C
“aﬂxff

Triagilgliserid

Ry

3 H,0
Lipaz

3 H'

CH,OH
HO=—C—H

CH,OH
Gliserol
S

O 0 L

O R, O R, O R
¥ ag Asitleri

Sekil 5: Trigliseridlerin lipotik hidrolizi (Elibol ve ark., 2008)

Lipazlar yukarida da bahsed#idi gibi, trigliseridlerin digliseridlere,
monogliseridlere, gliserol ve gaasitlerine hidrolizlerini katalizler ve belirfartlar
altinda ters reaksiyonla gliserol ve gyasitlerinden gliseridlerin ofumu ile
esterifikasyonu yonetirSekil 5). Lipazlar ester [@arina etki etigi icin, yaglarin
ayristirilmasinda, interesterifikasyonda (transesteadifon) peynirde farkh
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aromalarin geftiriimesinde, kdopek mamasi yapimi icin biftek gyan tadinin
degistirilmesinde vs. kullaniimaktadir. Guniamiiz uyguldanendan biri de organik
asit ve alkollerden farkh gerlerde eklenmgi esterlerin sentezi ve susuz organik
coziculer icin lipazlarin kullanimini gerektirmettie Arastirmalar, bitki, hayvan ve
mikrobiyal lipazlarin bilhassa bakteriyel ve fungdlipazlarin Uzerinde
uygulanmaktadir. Her ne kadar pankreatik lipazldsilageldisi gibi cesitli
maksatlar icin kullanilsa da, giinimuizde mikrobiyzdzlarin cok yonlu 6zellikleri,
kolay nesil vermeleri ve sinirsiz gereclerin olmdan dolay! ticari uygulamalarda
tercih edildikleri kabul edilmektedir (Elibol velkar 2008).

Endustrinin - hemen her alaninda kullanilaenzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlgore katalitik aktivitelerinin
cok yuksek olmalari, istenmeyen yan Urinstlemamalari, daha stabil ve ucuz
olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (®man,1987). Bu
mikroorganizmalar yalnizca enzim Uretme yetenehéeri gore  dgil,
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasinaegde secilmitir. Bugin
endustride kullanilan birgcok enzim mikrobiyal koékeoldugu icin, endustriyel
enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullaninninaistir (Demain ve Solomon
,1981 ). Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkaniar ylksek sicakliklarinda,
kutuplarin dgik sicakliklarinda, cok diik ve ¢ok yuksek pH gerlerinde (pH 0-3
veya pH 10-12) veya cok yuksek tuz konsantrasyomdar (%5-30) ygamak icin
adapte olmglardir (Niehaus ve ark.,1999). Byekilde farkli ekolojik kgullarda
yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, alkdik ve halofilik bakteriler
seklinde siniflandiriinglardir (Zeikus, 1979). Farkli ekolojik kollarda yaayan
termoasidofilik ve alkalifilik bakterilerden eldediéen enzimler ekstrem pH ve
sicakhk kagullarina dayanikh oldgu icin endustriyel alanda gan olarak
kullaniimaya bglanmstir ( Kindle,1983). Ticari 6neme sahip olan enzinmesogu,
hidrolazlarseklinde tanimlanmakta olup, mikrobiyal kokenliddu enzimlerin cgu
ekstraselliler olarak bulunur ve yiuksek molekulkarlgza sahip substratlarla gérev
yaparlar. Ekstraselliler enzimler, besiyeri ve kuduvarinin di ile balanti
halinde olan enzimler olarak tanimlanir ( John vasS 1998; Madsen ve ark. 1973)
. Bugline kadar 2000'den fazla enzim tanimlaywel bunlardan yakigk 100 tanesi
ticari olarak kullanima uygun bulunmtur. Fakat giinimizde bunlardan sadece 18

tanesi endustriyel amacla uretilmektedir ( Zemave€rea,1985).
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Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’ unuproteazlar, %?28'ini
karbohidrazlar,%3’'Unu lipazlar ve % 10’unu iseseati enzimler olgturmaktadir.
Karbohidrazlar grubuna giran—amilaz tretimi %13 ile dGnemli bir yer tutmaktaglir
Wiseman,1987).

Enzim teknolojisinin giderek ggtnesi, drunlerin kullanim alanlarinin
cesitlili gi ve ekonomik dgerinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilansitle arastirmalar daha da 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik nalgeklinde dgerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yaralanilarak enzimetimi buydk boyutlara
ulasmis ve kullanimi giderek yaygingmistir ( Gessese,1998).

Lipazlar hayvan, bitki ve mikroorganizméakienli olabilirler. D@ada yaygin
olarak bulunmalarina gmen sadece mikrobiyal lipazlar ticari 6neme sahepti
Ticari olarak kullanilabilen lipazlar, genellikle iknoorganizmalardaki gegi
cesitlilikteki  ekstraselUler lipazlardir. Mikroorgamzalar substrat spesifitesi,
reaksiyon hizi, termal stabilitesi, optimum pH’ . caitliliklere sahip geng
spekturumda lipaz Uretirler. Mikrobiyal lipazlarinyiksek biyoteknolojik
potansiyelleri; organik solventlerde stabil olmaglarkofaktbére gereksinim
duymamalari, gegisubstrat spesifitesine sahip olmalari ve yuksekgyoselektive
gostermelerinden kaynaklanmaktadir.

Lipaz Ureten mikroorganizmalar bakteri, yaave kuflerdir. Biyoteknolojik
uygulamalarda ve organik kimyada en ¢ok tercihegdiipazlar bakteriyel ve fungal
orijinli olanlardir.

Lipaz Ureten mikroorganizmalar, endustriyiklar, bitkisel y& isleme
fabrikalari, sat drtnleri, ydarla kontamine olmg topraklar bgta olmak lzere
degisik topraklar, y& iceren tohumlar, curiingigidalar, kompost ginlari, komur
madenleri ve sicak su kaynaklari gibsige habitatlarda bulunabilmektedirler. Stt
yagl ve zeytiny&l gibi lipitler, lipaz Gretimini uyarmalari nedemgylipaz aktivitesi
gosteren mikroorganizmalar icin iyi bir habitatiuipazlar genel olarak, bir organik
azot kayngl varliginda ve yélar, yas asitleri, gliserol veya tweenler gibi lipidik
karbon kaynginin bulunmasi halinde Uretilmektedirler.

Son yillarda teknolojinin getnesi ile birlikte enzimlere olan ilgi @un bir
artis gostermektedir. Bu enzimler icerisinde lipazlarkguda bahsedilen geni
kullanim alanlari nedeniyle, endistriyel uygulamadgisindan énemli bir enzim

grubudur. Bakterilerden Ozellikle Gram negatifleittgli cok sayida lipaz ¢cagmasi
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mevcuttur. Gram negatif bakterilerddrseudomonascinsi bakteriler iyi lipaz
ureticisi olarak bilinirler. Gram pozitif bakterii@ 06zellikle Bacillus ve
Staphylcoccustinsi bakteriler ile ilgili lipaz capmalari bilinmektedir (Sarac ve
ark,2008).

Bir aratirmada kantitatif ekstraselller lipaz aktivitesinbelirlenmesi icin
izolatlarin ekstraselller lipaz aktivitelep-nitrofenil palmitat'in substrat olarak
kullanildigi spektrofotometrik yontemle 410 nm dalga boyundig@ird yapilarak
belirlenmitir. Bu 6lcim temel olaralp-nitrofenil esterlerinin enzimatik hidrolizi
sonucunda meydana gel@mitrofenol’in 410 nm’ de kolorimetrik olarak tespi
edilmesine dayanmaktadir. Lipolitik aktivitesi ldnen izolatlar Nutrient Broth’'da
30°C’ de 27 saat inkiibe edilgtir. inkiibasyon siiresinin belirlenmesinde izolatlarin
en yuksek lipaz aktivitesi gostegdi zaman dilimi olan gec¢ logaritmik faz
secilmitir. inkiibasyondan sonra kiiltiirler 20000 rpm’ de 10 dRG'4de santrif(]
edilerek stpernatant elde ediftim. Stpernatant ekstraselller enzim kayralarak
kullanilimis ve lipaz aktivitesi spektrofotometrik olarak bkmwmistir. Substrat
solisyonu iki ayri solisyonun hazirlanip kariimasiyla elde edilngtir. 1.
solusyon i¢cin 30 m@NNP 10 ml izopropil alkolde ¢ozulngtiir. 2. sollsyon icin de
0.1 g Arabic Gum 0.4 ml Triton X-100 ve 90 ml THEL (50mM, pH8.0)
kullaniimistir. Elde edilen solisyonlar katriimistir. Solisyon 2 saat stabil
kalabildigi icin kullanim 0©ncesinde taze olarak hazirlangtmni Substrat
solisyonundan 9 ml alinarak 1 ml stpernatant ilesttalmis ve 30 °C’ de 30
dakika 130 rpm’de calkalamali inkiibatorde inkiibéneigtir. Inkiibasyon periyodu
sonunda ekstraselller lipaz aktivitesi spektrofatiik olarak 410 nm dalga
boyunda olctlmgtar. Bir lipaz Unitesi (U), dakikada lpmginitrofenol acga

ctkaran enzim miktari olarak tanimlargtm (Sarac ve ark,2008).
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1.3. Bazi Enzimlerin ve Lipazlarin Endiistrideki Onami

Lipolitik enzimlerin aktivitesi sut endustrisindenémlidir. Yiksek lipolizis
cesitli peynirlerin Uretiminde zorunlu olmaktadir. Rey yapiminda kullanilan
renninin kitlesinde, proteolitik enzimler gibi lgdarda mevcuttur. Lipazlar
terey&ina aroma kazandirmada, cikolata endustrisindendada, karamellerde
kullanim alanina sahiptir. Margarinlgqgrteningler, firin Grtnleri ve bitkisel Grtnler
gibi Urlnlerde lipazla modifiye edilmitereyag Urinleri aroma gedtirici olarak
kullaniimaktadir. Lipazlar bakteri, maya ve kufleiteren mikrobiyal flora
tarafindan bol miktarda Uretilmektedir. Lipazladagiendistrisinde, biyomedikal
uygulamalarda, biyosensorler ve pestisitlerin yapda, deterjan ve deri sanayiinde,
cevre yonetiminde, kozmetik ve parfum sanayiindgulgma alanlari bulmaktadir.
Endustriyel olarak en yaygin kullanilan lipaz (cisi mikroorganizmalarCandida
sp, Pseudomonassp, Rhizopussp.’dir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda
lipazlarin kullaniminda hizli bir agtigbzlenmektedir. Bu nedenle lipazlarigira
dretimini sglamak amaciyla yonli mutasyonlar yardimiylas sgelistirme
calismalarina girlik verilmistir.

Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin gada proteinler, ygar ve nsasta gelir.
Bu lekeleri yuksek sicaklikta kimyasal deterjantaluyla gidermek mimkinse de,
enzimlerin kullaniimasi diik sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile istenen
temizligi sgslar. Ayrica cimen, kan, sut ve ter lekelerini crkakta biyolojik
olmayan deterjanlara gore ¢ok daha etkilidir. Datdarda kullanilan enzimlerden
proteazlar yumurta, kan gibi lekelerdeki proteinlgarcalar; lipaz ya lekelerini,
amilaz ise njasta bazl lekeleri cikartmakta etkilidir. Cagmiarin yipranmasiyla
olusan seltloz fibriller ise, selilaz enzimi ile paag@rak camwrlarin daha
yumuwak olmasi ve renklerini korumasigsanir (Hiol ve ark., 2000).

Lipaz enzimi dericilikte de kullanilan emterden biridir. Bu enzim, yalnizca
derinin yuzeyindeki d&l, icindeki yaslari da temizleyerek, deriyi tabaklama ve
boyama gibiglemler icin daha uygun hale getirir. Derilgleinirken bu amacla bazi
proteinler parcalanip deriden uzaflalir. Deriye ne derecede esneklik
kazandirilacg ise, derinin kullanilaga alana bahdir. Lipaz enzimi, unda bulunan
%1-2 civarindaki lipid (yg) icerigine etki etmektedir. Bu enzim iginde kullanim
miktari ve tipi oldukca onemlidir. Orga, yiksek miktarlarda kullanimda hamur
ozellikleri acisindan sorunlar ggnmasina neden olmaktadir. Ote yandan uygun

lipaz tipinin secilmesi de dnemlidir. Turk ekmeketim bicimine uygun olmayan
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lipaz tipinin ekmek 0Ozelliklerine olumlu bir katkisulunmamaktadir. Unlara uygun
lipaz tipinin ilavesi; hamurunsienebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde arti
ekmek ici yumgaklik, ekmek hacminde agtsaglar ( Eren Kiran ve ark.,2006).
Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvestesilerinde aktivite gosterdikleri

icin endustride ve tip alaninda 6nemli bir yereigiater. Bu enzimlerin lipid iceren
atitk sularin enzimatik degredasyonu, organik sentdzterjan formulasyonu,
biyosurfektanlarin sentezi, oleokimyasal endissiit endustrisi, agrokimyasal
endustri, k@it yapimi, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ila@sesinde umut
verici uygulama alanlar bulunmaktadir. Lipaz telofisindeki gelsmelerle birlikte
yeni bilssiklerin sentezi icin de bu enzimlerin kullanimlanizla artmaktadir.
Mikrobiyal lipazlarin, biyosensér olarak kullanilfaa ise yeni bir alan olarak tmit
vaat etmektedir (Sara¢ ve ark,200&8)pazlar, potansiyel biyokatalizor olarak
kullanildiklari daha bir ¢cok alanda gaauyla gorev almaktadirlar (Elibol ve ark.,
2008).

Bu nedenle lipazlar gunumizde organik kimyacilarirgczacilarin,
biyofizikcilerin, biyokimya ve proses muhendislann biyoteknologlarin,

mikrobiyolog ve biyokimyacilarin segtikleri dnenfir cinstir.

1.4. Bakteriyal Lipazlar

Bakteriyel lipazlarin bir kismi glikoprate bir kisim da lipoprotein
yapisindadirlar. Winkler ve ark., (1979) geo bakteride enzim Uretiminin bazi
polisakkaritler tarafindan etkilengini bildirmistir. Simdiye kadar cafulan
bakteriyel lipazlarin blyuk bir kisminin basit ylapsubstratlarina kar spesifik
olmayan ve ancak cok azinin sicgllikag! kararli olduklari bildirilmgtir (Saxena
ve ark., 2003).

Bakteriyel lipaz Uretimindé&chromobactesp., Arthrobactersp.Pseudomonas
spp., Staphylococcussp. ve Chromobacteriumsp. gibi mikroorganzimalardan
faydalaniimaktadir.  Stafilolokokkal lipazlar gmda lipoprotein yapisinda
bulunurlar.S. aureusve S. hyicuian saflgtirilan lipazlar yaklaik olarak 34-46
kDa asrligindadirlar. Bu lipazlar, C& iyonu tarafindan uyarilir ve EDTA
tarafindan inhibe edilirler. Optimum pH 7,5-9,0 sarela dgisir. S. hyicusve S.
aureusun lipaz genleri klonlanmgy sekans analizleri yapil;mve diger lipazlarla
karsilastiriimistir. Farkli Pseudomonasiirlerinden elde edilen lipazlar, stiipernatant

kaltirinden asidifikasyonla, amonyum sullfat c¢oktésmyle, sefaroz CL-6B
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kromatografisiyle ve CHAPS kullanilarak izoelektoklaklama ile safkduriimistir.
P.fragi, P. fluorescensve P. aeruginosasirasiyla 33 kDa, 45 kDa ve 29 kDa
agirhginda olup monomerik yapidadirlar. Lipazlar , ZnMeeAl iyonlari tarafindan
aktive edilir ve Ca iyonu tarafindan inhibe edik. fraginin lipaz geni klonlanny

ve sekans analizi yapilgtir. (Saxena ve ark., 2003).

1.5.Pseudomonadaceae Familyasi

Gram negatif comajeklinde bakteriler olup polar flagella vasitasig@eket
ederler. Kemoorganotrof ve aerobik bakterilerdiretdeleri 4°C’den 43°C'ye
kadar genry 1sI ortamlarinda olmaktadir. Organotrofik oRseudomonagar karbon
ve enerji kayng olarak bir karbonlu organik biileri kullanabilirler. DNA’ nin
G+C orani % 58-71'dir. Pseudomonaceae family@s@udomonas, Xanthomonas,
Frateuria ve Zoogleaolmak lzere 4 cins ihtiva eder. Gegtaibir¢cok bakteri cinsi
Pseudomonadaceae familyasi icerisine yerlenistir. Kluyver ve Niel, bu
familyanin lc¢ takim icinde 25’ ten fazla cins igeidi ileri sirmilerdir. Bu fazla
sayl, filogenetik kriterlerin incelenmesiyle zamanazaltiimg ve “ Bergey s
Manuel of Systematic Bacteriology ” in sekizinciskesinda oldgu gibi cins sayisi
4 e indirilmistir.

Familyanin karakteristik cinsi, @ gruplara fenotipik benzerlikleriyle gram
negatif bakterilerin en kompleks gruplarindan bian Pseudomonaisr. Bu cinsin
dyeleri pek cok basit organik bgiglerin kullanildigr basit besi yerlerinde
uremeleriyle ayirt edilirler. Oksidaz reaksiyonunghikle pozitif ve % G+C orani
ise 58-70 arasindadiPseudomonasinsi diiz veya nispetergre ve cubukseklinde
olan ve 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um boyutlarinda baktetite Cogu tirler sudanofilik
inklizyonlar seklinde goérilen karbon rezerv materyali olarak -pols-
hidroksibutirati (PHB) biriktirirler. Pseudomonas lar kapstlle sarili ogldir.
Hucreler gram negatif boyanir. Hareket bir veyadogr polar flagella ile olur ve
nadiren de hareketsizdirler. Bazi turlerde kisayalallateral flagella da bulunabilir.
Oksijen, terminal elektron akseptdrt olarak fonksiyorirken ( aerobik), nitrat da
bazi durumlarda Uremenin anaerobik olaraksmlsina yardimci olmak igin
alternatif elektron akseptdoru olaraftev gorebilir. C@u, asidiksartlar altinda (pH
4-5) Ureme gOstermez. @o tlrler organik biyume faktorlerine ihtiyag
gostermezler. Bazi turler enerji kagnalarak H veya CQ kullanabilen fakultatif

kemolitotrofturlar. D@ada geni bir sekilde yayilirlar. Bazi turler insan, bitki ve
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hayvan icin patojenlerdiPseudomonasinsine ait bakteriler genellikle buyukluk ve
sekilleri yoninden genel tanimlamadan farkhidRt. putida‘ nin hicreleri ovaldir.
Bazi turler (P. vesicularis, P. pseudoflayva glikojeni andiran bir polisakkarit
biriktirirler. Glikojen, PHB den daha az gbze cagptdan taninmalari icin izolasyon
ve kimyasal karakterizasyonlara ihtiya¢ duyarlaekfon mikroskobu cagmalari
Pseudomondsrin hicre membranina ve gram-negatif baktenletipik hicre
duvarina sahip olduklarini gostermektedir.

Pigmentasyon, klangictaPseudomonasinsinin bir genetik karakteri olarak
bilinirdi. Fakat daha sonraki camalar cinsin birkag pigment alturmayan tur
ihtiva ettigini ortaya koymugtur. Koloniler normal hticresel alt yapilardan dolay
bazi renkler gosterirlerPseudomonasin en iyi bilinen ¢ozinebilir pigmentleri
piyoverdin ve piyosiyanindir. Piyosiyanin yapisi i iybilinmesine kagin
piyoverdinler sadece kismi olarak karakterize edifim Flouresant pigmentler,
disuk demir icerikli besiyerlerinde bol miktarda ela@ailebilirler (Uzumci Z.,
2009). Pigmentasyon bakteriler tarafindan renkliokb Uretimi veya besiyeri
yluzeyine pigment salgilanmasi olup pigment Ureteseudomonastirlerinin
ayriminda kullanilan  6nemli bir Ozelliktir (Keskinve Ekmekgi,2003).
Pseudomonas’lar tarafindan Uretilen pigmentlerin antibiyotike vbakteriyosin
Ozelligine sahip oldgu belirtiimistir (Vachee ve ark.,1997). Bakteriyel pigmentler
sekonder metabolitlerden olup, optimugartlari cok dgisken olmakla birlikte
gelisme sicakigl, ortami ve besiyeri iceriklerine Pla olarak farkli renklerde
olusturulurlar (Kanner ve ark., 1978). Hassen ve ark99@), calkmalarinda
kullandiklari Pseudomonascinsine ait tdrlerin, cinko vaginda piyoverdin
pigmentini daha fazla sentezlediklerini ve ¢inkorpigment Uretimini arttirggni
gostermglerdir. Pseudomonas aeruginosa, P. putida ,P. fluoresenes,
chlororaphis, P. syringaegibi turler diguk demir icerikli besiyerlerinde bol
miktarda fluoresans pigmentleri Uretmektedirleriigan S., 2006) .

Pseudomonagarin birgok tlir amonyum iyonlari veya nitrat éeerji veya
karbon kayngi olarak tek bir organik madde iceren ¢ok basiterahbesiyerlerinde
gelisebilmektedir (Baumann ve ark., 1972). Virulans ¢aildt olarak hemolizine
sahip olan Pseudomonas aeruginosawlari kanlh besiyerlerinde hemoliz
olustururlar. Glukoz ve bazi karbonhidratlari oksidasylu ile parcalayip asit
olustururlar. Laktoz ve sukroza etki etmezléndol ve HS oluturmazlar. Metil

kirmizisi ve Voges proskauer testleri negatiftiog@hlugu aerobik olup bazi tirleri
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nitrati kullanarak anaerobik olarak gelilirler. Ureyi amonyak haline ya da
amony&! Ureye cevirebilirler ve bunlari azot kaynalarak kullanabilirler. Cgu
asidik ortamlarda gedemezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirldfatalaz
pozitif olup lizin ve ornitini dekarboksile etmerlePseudomonaddrlerinin tek
karbon kayngi iceren basit besiyerlerinde gelbilme yetenekleri karakterizasyon
yapilmasi icin temel okturmaktadir. Bu organik biggklerin sayr ve tiplerinin
degistiriimesi ile gelsmeyi s&layan bilsikler tespit edilerek, sabit kimyasal icerikli
besiyerlerine bu bikgklerin ilavesi ile izole edilen tirlerin tanimlarasina énemli
katkilar sglanmstir (Cowan ve ark.,1974).

Pseudomonasirlerinin ¢@u antimikrobiyal ajanlara direnclidirler. Bir¢ok
antimikrobiyal ajana kar direncli olmasina @menPseudomonasnfeksiyonlarina
karsi kullanilan antibiyotiklerde mevcuttur. En dnengituplar aminoglikozidler,
yarl sentetik penisilinler, Gctuncli ¢ak sefalosporinler, quinolonlar ve
karbepenemlerdir ( Hancock and Speert 200®eudomonakdr antibiyotiklere,
metallere, antibakteriyal ajanlara, bakteriofajlapakteriosinlere, fiziksel ajanlara
karsi direnclilik sglayan ve farkli metabolik 6zellik kazandiran pladiarce
tasinan genler bakimindan olduk¢a zengindirler. Pldenm bazilari gelme
sartlarinda rol alirken bazilari g#i ajanlara (R plazmitleri) kar direnclilige,
bazilari daha once kullanilamarkarbon kaynaklarini kullanabilme kapasitesine
etki ederler (Bruins ve ark., 2003). Boylece busaintyelerine ¢ok yonli fayda
sglanmsg olur. Son zamanlard®seudomonaginsine ait birgcok plazmit yapisi
aciklanmgtir. En iyi bilineni baziPseudomonas putidaularinda bulunan TOL
adindaki katabolik plazmit olup toluen, ksilen venker aromatik bikgkler
varliginda gelgme yetengini kodlamaktadir (Silver, 1992).

Toluen genellikle organik bir ¢6zucu gibi kullanilve her yerde mevcut
havayi ve suyu kirleten kimyasal bir madde sayiloluen, hiicre membranlarinda
dagihmlarindan dolay! 6karyotik ve prokaryotik orgamalar igin toksiktir (Demir
B.,2007). Mikroorganizmalar bilinmeyen yabanci maldde kagi kolaylikla uyum
sgilayabilmelerine kann ani olarak gercekdérilen ilavelerde adaptasyon ¢ok kot
olmakta, mikroorganizmalar hemen hemen hi¢ adapteamaktadirlar. Ancak
surekli olarak ve @t dozlarda verilmesi halinde adapte olma daha yola
sglanabilmektedir (Samsunlu,1977).

Toluen’in metabolizmalari icin 6zelliklet aoldugu nesildeki Pseudomons

cinsi igin birka¢ metabolik yol tanimlangtir. Pseudomonas putidal sonradan 3-
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metilkatekol dgistirilen cis-glikol’'in yerini tutan iki defa oksijerkatiimis bir
toluen yolu kullanir. Pseudomonas putidan toluen ve ksilen gibi toksik
hirokarbon gruplarina kar toleransa sahip olgu gorulmitir. Pseudomonas
putida toprak veya suda serbestsggan turdir. Bu tir biyodegredasyon, karbon-
azot vb. dongulerinde 6nemli rol oynarlar. Karbaytaklarini parcalayabildikleri
icin kirlilik gideriminde kullanilabilirler. Boyuthri 0,5-1,0 um 1,5-4,0 um arasinda
desisir. Mezofilik olduklarindan optimum Ureme sicagkli25-30 °C’ dir. Gram
negatif olup, sporsuz ve cubgé&klindedirler. Aerobik metabolizmali, bir veya daha
cok kamclyla hareket edebilen ve genbir organik madde gélili ginde
blytyebilen canlilardir. Ozellikle diik molekil girlikli organik bilesikleri
kullanabilirler. U¢ buylk yapisal bidenden olgurlar. Bunlar; lipopolisakkarid,
protein ve fosfolipitten olgan dg zar, fosfolipit ve proteinden ojan i¢c zar ve
polisakkarit ile peptitlerin capraz gla kompleksi olup hicre zarlarini ¢evreleyen
peptidoglikan (PEG) tabakasidir. Gram negatif bdktele ince bir tabaka halinde
olan PEG tabakasi, kimyasallarin parcalanmasindegan@manin icyapisini
korumaya yeteneklidirPseudomonas putidgapisal bu 6zellikleri sayesindgia
metalleri biriktirme 6zeliine sahiptir (Gultekin G.,2005).

Pseudomonas putiddirsat¢i bir patojen olup, vicuda ysaile ve insan

immunitesinin zayiflamasiyla birlikte kendini bedlder (Oztoprak ve ark., 2008).

Yapilan bir ca§madaPseudomonasuslarinin biyodegredasyon 6zelliklerinin
plazmit DNA kaynakli oldgu belirtiimistir (Gulcan S.,2006). Yapilan bir
calismada, tek karbon kaypeolarak toluen kullanilarak izole edildPsedomonas
sp. D8'in atik sudaki toluen vaginda benzen ve ger aromatik bilgikleri degrade
edebildgi gosterilmitir (Chang ve ark., 1997). Benzer bir galada petrol ile
kirletiimis alanlardan izole edile®sedomonasuwlarinin karbon sayisi 5-8 olan
alkanlar, tolueni ve naftalini kullanabilgi gosterilmitir (Whyte ve ark., 1997).
Antartika’da jet ucaklarinin yakitiyla kirlengmalandan tolueni tek karbon kayna
olarak kullanabilenPseudomonas putidauslari izole edilnstir (Farrell ve ark.
2003).

Pseudomonaslar toprak su ve curimekte olan organik maddeldydieinan
mikroorganizmalardir. Bu ortamlar stinda sulak alanlarda ysgtirilen tarim
arinlerinde, Igm cukurlarinda tuvaletlerde, hastane ortami vetanaserde
kullanilan temizlik maddelerinde, solunum ve diyalicihazlarinda hatta

dezenfeksiyon soltsyonlarinda bile bulunabilirleCafson ve ark.,1973).
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Pseudomonasdiar geni bir yayilim gosterirler. Minimal besin vaginda 4-43°C
gibi geng bir sicaklik araliinda gelsebilirler. Cinsin birgok tlrinin gelne
gosterdgi optimum sicaklik 30°C ’dir. Tirlerin tamami noétral veya alkali pH
aralginda (7.0-8.5) daha iyi gefnektedir (Cowan ve ark., 1974).

Mikroorganizma sayisi bakimindan bakteriyel buyime:

1. Lag Fazi: Bu faz bakterilerin yeni c¢evrgartlarina uyum gdamasi ve
bélinmeye bgamasi icin gereken sureyi kapsar. Bu dénemde baktgireme hizi
sifirdir. Bu dénemin siresi bakteri tiriine, cevr&segullara, besiyerinin bilgmine
ve ekilen bakterinin ilk alingi kalttrin dénemine kghdir.

2. Logaritmik Buyume Fazi: Mikroorganizmalar ortama amis oldugundan
hiicreler sabit oranda ve Us cinsinden (logaritm#ak) c@almaya bgarlar. Bu
fazda bakteriler henliz ¢evsartlari kisitlayici bir duruma gelmeginden bélinme
surelerine kanlik gelecek hizda buydurler.

3. Durgunluk Fazi: Bu fazda substrat ve nutrientlerin azalmasi nedernjigni
hiicrelerin buytmesi ile eski hiicrelerin dlmesi ddagdginden bakteri sayisi sabit
kalir.

4. Logaritmik Azalma Fazi (Olum Donemi): Bu fazda 6len bakteri sayisi yeni
Uretilen hiicre sayisingar ve bakteri sayisi hizla azalmayalaa

Uremenin 4 fazinin gercekkesi kilture kesikli kiiltar adi verilir.

FAZ

Lag Logaritmik Biiyiime Durguniuk |Logaritmik Azalma
«
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=
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Zaman

Sekil 6: Mikroorganizma sayisi bakimindan bakteriyal blyime (Crites ve
Tchobanoglous, 1998)
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2.MATERYAL- METOD

Bu camada Anadolu Universitesi’/nden getiril@seudomonas putidsRRL B-
13 syu kullanildi. Bu bakterinin tretilmesinde kullaml&esiyeri bilgimi Tablo 1 de
verilmistir. Bu bilesenler hassas terazide (Gec Avery) tartilarak 250liknlerlene
konuldu ve 250 ml distile su eklenerek miknatigligtirict (Chiltern Hotplate) Gzerinde
sivi besiyeri hazirlandi. Besiyerinin pH si1 M HGle 1 M NaOH kullanilarak pH 7’
ye ayarlanarak erleningai pamuk tika¢ ve aliminyum folyo ile kapatildi. Bekilde
hazirlanan besiyeri otoklavda (Prior) 1.5 atm bgsinl10°C’ de 15 dakika steril
edilerek ortam sicalgina kadar sgutuldu. Laminer flowda (Agus Lab) bek alevi
yaninda 4°C’ de benzoik asit c¢ozeltisi icinde saklanan steéeudomonas putida
bakterisinden; otoklav edilmibesiyerine 5 ml bakteri ekimi yapilarak erleninetiz
etiketlendi ve 3PC’ de ki etiive (Termal Lab) kaldirildi. Besiyeildrsaat araliklarla
calkalandi ve spektrofotometrede (Cecil Eleganthfietogy) 600 nm’ de absorbans
Olcimleri yapildi. Durgan faza gelen bakterilerin absorbangete 0.530 olarak
sabitlendi ve besiyeri °€’ ye kaldirildi. Erlendeki besiyeri tlpleresite miktarda
dagitilarak sgutmali santrifijde (Eppendorf Centrifuge 5415D) 0Q@0 rpm’ de 10
dakika santrifij edilerek sipernatantlar pelletgnldi ve yeni bir falkon tipe konuldu.
Bu supernatant ¢camada durgan faz icin lipaz enzim kaygia olarak kullanilirken
substrat olarakta p-nitrofenolbuitirat kullanildi.

Madde Miktar (gr)
Yeast Ekstract( maya | 1,25
0zUtl)

Glukoz 3,75
Potasyum fosfat 0,25
monobazik (KHPQOy)

Tablo 1. Pseudomonas putida NRRL B-13 swunun ¢ogaltiimasinda kullanilan sivi

besiyerinin bilesimi
Tamponlarin hazirlanmasi:
asit eklenerek son hacim 100 ml ye tamamlandi m@taun pH si 8,2 ye ayarlandi.

10 ml,420 uM p-nitrofenolbdtirat: 200 mM olan stokp-nitrofenol bitirattan 2Jum

alindi, Gzeri 10 ml ye distile su ile tamamlana4@® M p-nitrofenol bitirat hazirlandi.
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p- nitrofenolbutirat * in en yiksek 15181 sggurdugu dalga boyu :
p- nitrofenolbdtirat * 1in en yiksek pik vegdabsorbansi bulmak icin 25 uM p-
nitrofenolbltirat solisyonu spektrofotometrede dabgpyunu 10’ ar 10’ar artirarak en

yuksek pik verdii deger belirlendi.

Duragan Faz 37°C’ de 410 nm Absorbans Olgiimu:

Durgan fazda elde edilen enzim kagman aktivitesinin dlctilmesi icin reaksiyon
tupu gagidaki gibi hazirlandi.
10ml, 420 uM p-nitrofenolbdutirat (tim ¢agmalarda giktan hemen bozungu igin
aluminyum folyo ile kapl olarak muhafaza edildi.)
10ml, 0,1 MTris-HCI
10ml dHO
37°C’ de etlivde 1 saat bekletildi.
10 ml' lik bos falkon tup aliminyum folyo ile sarildi ve 10ml, @2uM p-
nitrofenolbdtirat tan 2,5 ml; 10ml, 0,1 Wris-HCI' den 2,5 ml;10ml dbD ‘dan 1 ml bu
falkon tlpe konuldu.%C’ de saklanan enzim kaygisstipernatanttan da 1 ml eklendi ve
5 dakika ara ile 410 nm’de spektrofotometrede Olefiryapildi.

37°C’ de Duragan Fazda Enzim Miktari Artirilmi s Absorbans Olguimi

Yukaridaki deneyden farkli olarak dgma fazda elde edilen enzim kagnan
aktivitesinin dlculmesi icin reaksiyon tup@gagidaki gibi hazirlandi ve tupteki enzim
miktari 1,25 ml’ ye c¢ikarildi. Bunun igin;
10ml, 420 uM p-itrofenolbitirat
10ml, 0,1 MTris-HCI
10ml dHO
37°C’ de etlivde 1 saat bekletildi.
10 ml" lik bos falkon tup aliminyum folyo ile sarilarak 10ml, 420M p-
nitrofenolbdtirattan 2,5 ml; 10ml, 0,1 Mris-HCI’ den 2,5 ml;10 ml dkD 'dan 1 ml bu
falkon tlpe konuldu.%C’ de saklanan enzim kay@isslipernatanttan da 1,25 ml eklendi
ve 5 dakika ara ile 410 nm’ de absorbans ol¢unykgpildi.
37°C de etuivde tutulan solusyonlardan ayrigg@aki gibi kontrol tiipu olsturuldu:
2,5 ml, 420 uM pnitrofenolbitirat
2,5 ml, 0,1 MTris-HCI
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2.25 ml dHO
ve 5 dakika ara ile 410 nm’ de absorbans Ol¢Unykgpildi.

37°C’ de Duragan Fazda Farkli Substrat Dersimlerinin Kullaniimasi

Son hacimleri 10 ml olan 5, 10, 15, 20, 2Z¥), 35, 40, 45 ve50 uM
konsantrasyonlarinda 10 tane farkli p#rofenolbltirat solisyonu hazirlandi. Bu
soliisyonlar 37C’ de etlivde 1 saat bekletildi. Ayrica 0,1vis-HCI ve distile suda 37
°C’ de etlivde 1 saat bekletildi. Her bir farkli strhs konsantrasyonu igin farkl bir
reaksiyon tUpu okturuldu ve her tipe enzim (1 ml) eklendikten 5 #aksonra 410
nm’ de ve 273 nm’ de absorbans ol¢cimleri yapildi.

Standart egri olu sturulmasi:

Son hacimleri 10 ml olan 1, 10, 20, 30, 4m, 60, 70, 80 ve 90 uM
konsantrasyonlarinda 10 farkhi pnitrofenolbltirat soliisyonu hazirlanildi. Bu
soliisyonlar 37C’ de etlivde 1 saat bekletildi. Ayrica 0,1vis-HCI ve distile suda 37
°C’ de etlivde 1 saat bekletildi. Her bir farkli strhs konsantrasyonu igin farkl bir
reaksiyon tupul okturuldu ve her tiipe enzim yerine 1 ml 0,1TMs-HCI eklenerek 273
ve 410 nm’ de absorbans dl¢timleri yapildi.

Logaritmik Faz Enzim Eldesi:

Yukaridaki Tablol de ki besiyeri bilmi kullanilarak ayni sekilde besiyeri
hazirlanildi vePseudomonas putiddRRL B-13 sgundan; otoklav edilmibesiyerine 5
ml bakteri ekimi yapildi ve 37C deki etiive kaldirldi. Besiyerleri 4 saat ararid
calkalanarak 600 nm dalga boyunda absorbans olciyaleildi. Logaritmik faza gelen
bakterilerin absorbans geri 0.450° ye ulstiginda besiyeri + %€’ ye kaldirildi.
Erlendeki besiyeri tipleresié miktarda dgitilarak sgutmali santrifijde 10000 rpm’ de
10 dakika santriftj edildi. Supernatantlar pelletigyrilarak yeni bir tipe konuldu ve

supernatant logaritmik faz icin lipaz enzim kagnalarak kullanildi.

37°C’ de Logaritmik Fazda Farkli Substrat Derisimlerinin Kullaniimasi

5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 vaubD konsantrasyonlarindal0 ml; 10 tane
farkh p- nitrofenolbutirat soliisyonu hazirlanildi. Bu solésiar 37°C’ de etiivde 1 saat
bekletildi. Ayrica 0,1 MTris-HCI ve distile suda 37T’ de etiivde 1 saat bekletildi. Her
bir farkli substrat konsantrasyonu icgin farkl b&aksiyon tipU oktiuruldu ve her tip
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enzim (1 ml) eklenildikten 5 dakika sonra 273 veDd4im’ de absorbans o6lcumleri

yapildi.

Logaritmik Fazda Farkl Sicakliklarda Absorbans Olciimii:

Logaritmik fazdaki elde edilen enzim kagman aktivitesinin Olgulmesi igin
reaksiyon tupusagidaki gibi hazirlandi.
10ml, 420 uM p-itrofenolbitirat
10ml, 0,1 MTris-HCI
10ml dHO
37°C’ de etlivde 1 saat bekletildi.
10 ml" lik bos falkon tup aliminyum folyo ile sarilarak 10ml, 420M p-
nitrofenolbdtirattan 2,5 ml; 10ml, 0,1 Mris-HCI’ den 2,5 ml;10ml dkD 'dan 1 ml bu
falkon tlpe konuldu.%C’ de saklanan enzim kaygisstipernatanttan da 1 ml eklendi ve
5 dakika ara ile 410 nm’ de absorbans ol¢gimlerilgap

Ayni deney timartlar ayni olmak kquluyla sadece sicaklik giatirilerek 25°C ve
-20°C’ de yapildi.

Logaritmik Fazda Farkli pH’ larda (4-11) Absorbans Olgiimii:
Digser deneylerdeki tlirgartlar sabit tutularak sadece pHzdéirilerek 410 nm’ de 5

dakika ara ile reaksiyon tuplerinin absorbans olegiinyapildi.

Logaritmik Fazda Kofaktor (MgCl ,) Kullanimi
Diger deneylerdeki tumsartlar sabit tutularak sadece reaksiyon tipine 0,01
milimolar 7 pl MgC} ¢ozeltisinden eklendi. 410 nm’ de 5 dakika arardaksiyon

tuplerinin absorbans 6lcumleri yapildi.

Logaritmik Fazda Kofaktor (CaSO4) Kullanimi

Diger deneylerdeki timgartlar sabit tutularak sadece reaksiyon tiplne;@@2
ve 0.04 milimolar co6zeltilerinden farkli reaksiyon tipleein7 ml eklendi. Ayrica
icerisinde kofaktor bulunmayan kontrol grubu dastiwlarak absorbans dlcimleri 410
nm’ de 5 dakika ara ile yapildi.
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3.BULGULAR

1,2 - y = 0,0109x
R? = 0,8586

Absorbans (273nm)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

[S](p-nitrofenolbitirat) (uM)

Sekil.3.1: 273 nm dalga boyundaki p- nitrofenolbitiratin stmdsrisi

0,4 -
y = 0,0069x
0,35 - R? = 0,4783

Absorbans (410nm)

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
[S] (p-nitrofenolbitirat) (uM)

Sekil.3.2: 410 nm dalga boyundaki p- nitrofenolbitiratin stmasrisi
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0

230 250 265 275 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 550 610
Dalga Boyu

Sekil.3.3: Farkli dalga boylarinda 25 puM p- nitrofenolbitirat absorbans derleri

Absorbans (410nm)
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Sekil.3.4: Durazan Faz 37C’ de Absorbans Olgiimi
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o
N
1
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Sekil.3.5: Durgzgan Faz 37C’ de Absorbans Olciimii (Enzim miktari artirildi)

~

V (uM/dakika)
N

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

[S] (p-nitrofenolbditirat) (UM)

Sekil.3.6: Durggan Faz icin Michealis-Menten graifi
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V (uM/dakika)
N
[

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

[S](p-nitrofenolbitirat) (UM)

Sekil.3.7: Logaritmik Faz igin Michealis-Menten grafi

VAR

N
1

Absorbans (273nm)
H
[ ‘w

o
()]
1

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70 80 90 100
[S](p-nitrofenolbitirat) (UM)

Sekil.3.8: Duragan faz 37C’ de farkli substrat desimleri ile absorbans gkisi
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1,5

Absorbans (273nm)

0,5 A

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70
[S](p-nitrofenolbdtirat) (UM)

Sekil.3.9: Logaritmik fazin 37C’ de farkli substrat desiimleri ile absorbans gkisi
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0,2
0,15 '?—H_/

0,1 ~

Absorbans (410nm)

0,05

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70
[S](p-nitrofenolbdtirat) (UM)

Sekil.3.10: Logaritmik fazin 37C’ de farkli substrat degimleri ile absorbans gkisi
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0,2 1
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Sekil.3.11:

Logaritmik Faz Sicaklik Deneyi (8Z) Absorbans Olgiimii
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Sekil.3.12

: Logaritmik Faz Sicaklik Deneyi (oda sic@k)iAbsorbans Olgiimii
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Sekil.3.13: Logaritmik Faz Sicaklik Deneyi (-20) Absorbans Olcumii

0,25

0,2

0,15

0,1 4

Absorbans (410nm)

0,05 ~

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zaman (Dakika)

Sekil.3.14: Logaritmik fazin pH=4 zaman ile absorbangkili
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0,15 -

Absorbans (410nm)

0,1 A
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
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Sekil.3.15: Logaritmik fazin pH=5 zaman ile absorbangkiti
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Sekil.3.16: Logaritmik fazin pH=6 zaman ile absorbangkiti
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Sekil.3.17: Logaritmik fazin pH=8 zaman ile absorbangkiti
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Sekil.3.18: Logaritmik fazin pH=9 zaman ile absorbangkiti
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Sekil.3.19: Logaritmik fazin pH=10 zaman ile absorbangkibi
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Sekil.3.20: Logaritmik faza MgCJ (0,01mM) eklenerek elde edilen zaman ile
absorbans igkisi

35



1,4 1

1,2 ~

0,8

0,6 -

Absorbans (410nm)

0,4 -

0,2

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (dakika)

55

Sekil.3.21: Logaritmik faza CaS©(0,01mM) eklenerek elde edilen zaman ile

absorbans igkisi
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Sekil.3.22: Logaritmik faza CaS©(0,02mM) eklenerek elde edilen zaman ile

absorbans ijkisi

36




1.8

1,75

1,7

1,65 4

1,6

1,55 4

15

1,45

5 10 15 20 25 30 35
Zaman (dakika)

Sekil.3.23: Logaritmik faza CaS©(0,04mM) eklenerek elde edilen zaman ile

absorbans igkisi
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Sekil.3.24: Logaritmik Faz (kofaktér olmadan) Kontrol
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Sekil.3.25: Duragan faz icin Lineweaver- Burk sitli i
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Sekil.3.26: Logaritmik faz icin Lineweaver- Burk esitli gi

1
= - 0,01248

i
K = 80,12 UM
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SORJARTI SMA

Enzimler bircok biyokimyasal sirecte yer alip maikdrin parcalandy tepkime
basamaklarinin yuzlercesini katalizler ve bdylereylasal enerji korunur, dostiirtlir
ve basit oncullerden biyolojik makromolekuller iiliet( Nelson ve Cox, 2005).
Lipazlar suda c¢ozinmeyen trigliseritleri, di ve meaxgilgliseridlere, serbest ga
asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyenzémlerdir (Sarag ve ark., 2008). Lipazlar
ester bglarina etki et@ icin, yaglarin ayrgtirllmasinda, interesterifikasyonda
(transesterifikasyon) peynirde farkl aromalarih geilmesinde, kbpek mamasi yapimi
icin biftek yasinin tadinin dgistirilmesinde vs. kullaniimaktadir (Elibol ve ar008).
Lipazlar endustriyel uygulamalar acisindan énenrliemzim grubudur. Bakterilerden
Ozellikle Gram negatiflerle ilgili cok sayida lipaalsmasi mevcuttur. Gram negatif
bakterilerdenPseudomonasginsi bakteriler iyi lipaz Ureticisi olarak biliker. Gram
pozitif bakterilerin 6zellikleBacillus ve Staphylcoccusinsi bakteriler ile ilgili lipaz
calismalar bilinmektedir (Saragve ark,2008). Sara¢ Kaadglarinin yaptgl “Toprak
ve Sut Kokenli Gram Pozitif Bakterilerde Lipaz Uret’ adli calsmada kantitatif
ekstraselller lipaz aktivitesinin belirlenmesi igiizolatlarin ekstraseltler lipaz
aktiviteleri, p-nitrofenil palmitat'in substrat olarak kullanifdi spektrofotometrik
yontemle 410 nm dalga boyunda Olcim yapilarak leelnistir. Tributyrin ve
Rhodamine-B Agar besiyerlerinde lipolitik aktiviéei pozitif olarak belirlenen Gram
pozitif bakterilerin ekstraseluler lipaz aktivitelgpNPP’in substrat olarak kullanigl
spektrofotometrik yontemle belirlengir. Bu Olciim temel olarakp-nitrofenol
esterlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda meydageten p-nitrofenol’ in 410 nm’de
kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadioprak ve st izolatlarinin lipaz
aktiviteleri incelendiinde her iki kbkende de en yiksek lipaz aktivitesikoagllaz

negatifStaphylococcusp.’de oldgu gortulmektedir.

Pseudomonas putiddRRL B-13 sgunun ekstrasellller lipaz enzimleri aktivitesi
durgzan ve logaritmik fazlar icin ayri ayri tespit edé& aktivitenin hangi fazda yuksek
oldugunu saptamak amaciyla yapilan galada elde edilen stpernatantlarin ( enzim
kayna) ilk once 260 ve 280 nm’ de ayri ayri absorbamstdcildi. Deneylerde
substrat olarak p- nitrofenol butirat kullaniladk0 nm ve 273 nm parametrelerinin her

ikisi de kullaniimgtir. 410 nm’ de olgan Urlin absorbansi dl¢culurken 273 nm’ de
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substrat absorbansi 6l¢uldid. Bunun iginde subgitatak kullanilan p- nitrofenol
bitiratin en yuksekigl sgsurdugu dalga boyu 273 nm olarak saptandi

Durgan faz ve logaritmik fazin 837C’ de 410 nm’ de absorbans olcumleri
karsilastirildiginda aktivitenin logaritmik fazda daha fazla gidugorilmektedir. Ayni
sartlar altinda, ayni miktar enzim ve substrat gambla logaritmik fazda substratin
tamamen Urine dogine suresi 65 dakika iken, dgem faz da bu sire 140 dakikadir.
Birim zamanda ki ar§l miktari da durgan faza goére daha yulksektir Sgkil:3.4-
Sekil:3.11).

Durgan fazin 37C’' de 410 nm’ de absorbans 6l¢limleri enzim mikeatirilarak
(1,25ml) da caklmistir. Burada gozlenen aktivite de ayni fazin enzimktam farkl
(Iml) olan Uriin absorbanslari ile kdastirildiginda birim zamanda @dsim olmadgi
gozlemlenmgtir. Enzimle katalizlenen reaksiyonlarda substrahdantrasyonu yuksek
miktarda ise, reaksiyonun gangi¢ hizi enzim konsantrasyonu ilegdo orantili olarak
artmaktadir ve reaksiyon hizi belli birgdee ulgtiginda sabitlenmektedir.

Farkli substrat dgimlerinde 410 nm ve 273 nm’ de absorbans dl¢tnykspilarak
standart gri grafikleri olusturuldu. Her iki faz icin de farkh substrat dgnnlerine bal
olarak bu standart gei Uzerinden birim zamandaki hiz miktari hesaplanadh
Lineweaver- Burk gtli gi olusturularak K, degerleri hesaplandi.

Enzim maksimal hiz ile gatken yilizeyine b#li substrat konsantrasyonunun
yarisina Michealis-Menten sabitesi adi verilir vg Ke gosterilir. K, degeri enzim
kinetikleri hakkinda bilgi verir. Dgada bulunan enzimlerin K degeri optimal
kosullarda 1 ile 1x10 M arasinda d#smektedir. Bir enzimin I degeri onun
substratina olan ilgisini gostermektedir. Enzimub&tratina ilgisi fazla ise Jdegeri
kicuk, ilgisi az ise k degeri daha buyuktir. Dugan faz icin hesaplananyKdegeri
277,7 UM bulunurken; logaritmik faz icin hesaplamandeseri 80,12 uM bulunmgiur.
Buna bali olarak logaritmik fazdan elde edilen enzimin stwatina afinitesi daha
fazladir guinkl K, degeri daha dgiiktar.

Enzimlerin aktivitesi sicaklik ile direk gkili olup, sicaklik yikseldik¢e, enzimin
katalize ettgi kimyasal reaksiyonun hizi da artar. Ancak, sitakhaksimal veya
minimal limitlere yaklairsa, enzimin aktivitesinde yagtama ve sonunda durma
meydana gelir.Logaritmik fazdan elde edilen enzim icin farkli akbk deneyleri

yapildi ve enzimin en iyi aktivite gostegdisicaklik 37°C olarak bulundu. -28C’de ve
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oda sicaklfinda (25°C’de) enzim beklenilenden cok dahasidki aktivite gosterdi,
substratin Uriine dogitne suresi de ¢ok uzadi

Her enzim igin aktivitelerinin maksimumtdugu pH deerleri vardir. Bu dgerlerin
Uzerinde ve altinda aktivite giér. Bununla beraber bitin enzimlerin pH-—aktivite
egrileri ayni sekilde deildir (Bhat, 2000).Bakteriler genellikle pH 6-8 &ganda
optimum Ureme gostermektedirler, bu nedenlesg@mizda optimum pH derini
belirlemek icin 6nce pH 7’ de, sonra pH 4, pH 5, e pH 8, pH 9, pH 10 ‘ da
calisildi. Logaritmik fazdan elde edilen enzim icin KlrpH uygulamalar yapilarak
enzimin en iyi hangi pH da aktivite gostefidsaptandl. Tumsartlar ayni tutularak
sadece pH dgstirildi ve 410 nm’ de absorbans dlctimleri yapiln iyi aktivitenin pH
7’ de old@u gozlendi.

Ekstraselller bakteriyal lipazlaritetatirde genelde kofaktér veya koenzime
ihtiyac duymadiina dair bir bilgi mevcuttur. Lipazlar serin hidaalari sinifi icinde yer
alir ve bu nedenle hicbir kofaktore intiya¢ duynzaizlSaxena ve ark., 2008). Saxena ve
ark., (2003) lipazlarin , Zn, Fe ve Al iyonlari aandan aktive edilirken; C& iyonu
tarafindan inhibe edildini bildirmistir. Bakteriyel lipaz GretimindeAchromobacter
spp.,Arthrobacterspp.,Pseudomonaspp., Staphylococcuspp. veChromobacterium
spp. gibi mikroorganzimalardan faydalaniimaktadtafilolokokkal lipazlar dgada
lipoprotein yapisinda bulunurlar. Bu lipazlar,"Céaonu tarafindan uyarilir ve EDTA
tarafindan inhibe edilirler. Kofaktor olarak denmygle MgC} ve CaSQ kullanildi.
MgCl, enzim aktivitesindeir degismeye neden olmazken, CagSénzim aktivitesini
cok yuksekmiktarda artirdi 0,01 mM 0,02 ve 0,04 mM darlerinde 7 pl CaS®
kullanildi ve birim zamandaki aktivite en fazla 4,0M dergimdeki deneyde gozlendi.
Burada C& iyonu inhibe etmengi aksine aktiviteyi ¢ok yiiksek oranda artigtm
Pseudomonas putiddRRL B-13 syu da Stafilolokokkal lipazlar gibi Cé& iyonu

tarafindan uyarilngtir.

Endustrinin hemen her alaninda kullanilan zirater  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun neéderkroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimalgore katalitik aktivitelerinin cok
yuksek olmalari, istenmeyen yan urinstlumamalari, daha stabil ve ucuz olmalari,

fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman,1987 Sonuc¢ olarak lipazlar
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endistriyel alanda birgok alanda kullaniimaktaQzellikle siit ve peynir endistrisinde,
gida endudstrisinde, biyomedikal uygulamalarda, $eysorler ve pestisitlerin
yapiminda, deterjan ve deri sanayiinde, cevre wamate, kozmetik ve parfim
sanayiinde uygulama alanlari bulmaktadiseudomonas putiddRRL B-13 sgunun
ureme grisinde logaritmik faz tercih edilinde ve kofaktor olarak C& iyonu
kullanildiginda lipaz enzim aktivitesi ¢cok yuksek ofluicin gelecekte bu sun ticari

bir enzim olarak kullaniimasi mimkuindir.
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